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学位論文題目
The effect of calprotectin on TSLP and IL-25 production from
airway epithelial cells
【目的】
カルプロテクチン(S100A8/A9)は、S100蛋白ファミリーのS100A 8とS100A9のへテロダイマー複
合体で、Damage associated molecular patterns (D A M Ps)の一*〇として自然：免疫に関わっていることが知
られているが、上気道炎症における役割は不明である。一方、抗原刺激により気道上皮細胞から産生
されるTSLP、IL-25などの上皮由来サイトカインは、自然免疫に重要な役割を果たしていて、主とし
て T h 2サイトカイン依存的な免疫応答に関わり、ァレルギー性鼻炎や好酸球性副鼻腔炎の病態形成に 
深く関与している。本研究の目的は、気道上皮からのT SL P、IL -2 5産生におけるカルプロテクチン
の役割を明らかにすることである。
【方法】
正常気管支上皮細胞(NHBE)をアルテルナリア、ハウスダストマイト、黄色ブドウ球菌由來プロテア
ーゼなどの抗原やP o ly (I:C )、L P SなどのT o ll- l ik e  re cep to r (TLR)リガンドで刺激し、NHBEから
のカルプロテクチン産生についてELISA法、RT-PCR法、蛍光免疫染色法を用いて検討した。抗原刺
激におけるNHBEからのカルプロテクチン産生に、プロテアーゼ活性の関与を検討するため、プロテ
アーゼインヒビターによる阻害実験を行った。
アルテルナリア刺激におけるNHBEからのTSLP、IL -2 5産生にカルプロテクチンが関与しているか
どうかを検討するため、NHBEをカルプロテクチンとATPで共刺激し、TSLPや IL -2 5の産生をELISA
法で確認した。また、上皮細胞からTSLP、IL -25産生を誘導することが知られているアルテルナリア
と、カルプロテクチンでNHBEを共刺激し、アルテルナリア単独刺激時よりもアルテルナリアとカル
プロテクチンでの共刺激時のほうが、NHBEからのTSLP、IL -2 5産生を有意に増加させるかどうかを、
ELISA法を用いて確認した。さらに、カルプロテクチンの構戚成分であるS100A8、S100A9、受容体で
ある re c e p to r  fo r  advanced g ly ca tio n  end products (RAGE)、TLR4 を siRNA により ノックダウンし、
ノックダウンしたNHBEをアルテルナリアで剌激し、TSLPや IL -2 5の産生についてELISA法を用いて
検討した。
最後にアレルギー性鼻炎や慢性副鼻腔炎などの各鼻副鼻腔疾患におけるカルプロテクチン発現や
産生の違いについて検討するため、手術で採取した下鼻甲介、鉤状突起、鼻茸の上皮細胞を培養し、
(備考） 1 . 論文内容要旨は、研究の目的•方法•結果 •考察 •結論の順に記載し、 2 千字 
程度でタイプ等を用いて印字すること。
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細胞内のカルプロテクチン濃度についてELISA法で検討し、さらに、备副鼻腔炎患者の鼻粘膜を抗原 
で刺激し、カルプロテクチン産生の違いについて検討した。
【結果】
NHBEをアルテルナリア、ハウスダストマイト、黄色ブドウ球菌由束プロテアーゼなどの抗原や 
P o ly (I:C )、L P SなどのTLRリガンドで刺激すると、これらすベての刺激でNHBEからのカルプロテク 
チン産生が確認された。プロテアーゼインヒビターによる阻害実験ではカルプロテクチン産生が有意 
に減少し、抗原刺激におけるNHBEからのカルプロテクチン産生にプロテアーゼ括性が関与しているこ 
とが示唆された。
NHBEをカルプロテクチンとATPで共刺激すると、カルプロテクチンの濃度依存性にTSLP、1い2 5の 
産生が確認された。NHBEに対するアルテルナリアとカルプロテクチンの共刺激でも、アルテルナリア 
単独刺激時に比べTSLP、IL -2 5の有意な産生増加を認めた。S100A8、S100A9、RAGE、TLR4をノックダ 
ウンしたNHBEをアルテルナリアで刺激するとTSLP、IL -2 5の産生は有意に減夕した。
アレルギー性鼻炎患者群とコントロール群の鼻粘膜上皮内のカルプロテクチン濃度に差は認められ 
なかった。好酸球性副鼻腔炎患者群の鼻粘膜上皮内のカルプロテクチン濃度はコントロール碑や非好 
酸球性副鼻腔炎群と比べ有意に低下していた。しかし、鼻粘膜上皮を各種抗原で刺激すると、カルプ 
ロテクチン産生が、好酸肆性副鼻腔炎患者群で有意に増加していた。
【考察】
カルプロテクチンは、関節リウマチ、SLE、炎症性腸疾患、ANCA関連血管炎など様々な炎症疾患の局 
所及び血中で上昇し、炎症性腸疾患などでは炎症マーカーとしての有用性が報告されている。鼻副鼻 
腔疾患においては、慢性鼻副鼻腔炎患者鼻茸中の濃度が増加していることが報告されているが、上気 
道炎症における役割はわかっていない。また、カルプロテクチンは好中球に豊富に含まれるため好中 
球性炎症における報告が多く、好酸球性鼻副鼻腔炎での検討は行われていない。
本研究では、抗原刺激により気道上皮からカルプロテクチン産生が誘導され、さらにカルプロテク 
チンが抗原刺激による気道上皮からのTSLP、IL -25産生へ関与していることが明らかとなった。また、 
好酸球性副鼻腔炎患者群の鼻粘膜上皮を抗原で刺激すると、コントロール群や非好酸球性副鼻腔炎患 
者群に比べ、カルプロテクチンの産生が亢進していることが明らかとなった。T SL P、IL -2 5は T h 2サ 
イトカイン依存的な免疫応答に関わり、好酸球性副鼻腔炎の病態形成に深く関与していることから、 
カルプロテクチンが好酸球性副鼻腔炎の発症•増悪に関与していることが考えられた。
【結論】
抗原刺激による気道上戍細胞からのIL-25、TSLP産生にカルプロテクチンが関わっており、好酸球性 
副鼻腔炎を含むTh2型気道炎症の発症•増悪にカルプロテクチンが関与している可能性が示唆された。
学位論文審査の結果の要旨
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(学位論文審査の結果の要旨） （明朝体 1 1 ポイント、 6 0 0 字以内で作成のこと。）
気道上皮細胞から分泌されるTSLPや IL -2 5などのサイトカインは、アレルギー性岛炎や好酸 
球性副岛腔炎の病態形成に深く関与している。本論文では、正常気管支上皮細胞 (NI1BE)から 
の TSLP、IL -2 5産生におけるカルプロテクチンの役割について検討し、以下の点を明らかにし 
た。
1) アルテルナリアなどの抗原でNHBEを刺激するとカルプロテクチンが産生される。
2) カルプロテクチンとATPで NHBEを共刺激することによりTSLP、1L-25産生が誘導される。 
また、カルプロテクチンは、アルテルナリアによるTSLP、 IL -2 5産生を増強する。
3) カルプロテクチンの構成成分であるS100A8、S100A9、受容体であるRAGE、TLR4をノッ 
クダウンするとアルテルナリアによるTSLP、 IL -2 5産生が抑制される。
4 ) 好酸球性副鼻腔炎患者群から採取した岛粘膜上皮では、抗原刺激によるカルプロテクチ 
ン産生応答が亢進している。
本論文は、気道上皮細胞からの IL-25、TSLP産生に対するカルプロテクチンの役割について新 
たな知見を与えたものであり、また最終試験として論文内容に関連した試問を実施したところ 
合格と判断されたので、博士（医学）の学位論文に値するものと認められた。
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